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Resumen 
El mortiño (Vaccinium floribundum Kunth) es una especie nativa de las regiones 
andinas, que se encuentra en alturas entre los 1800 y 3800 msnm. Crece en forma de 
arbusto y su fruto es una baya azul oscura y de sabor astringente. Se han reportado 
propiedades antioxidantes y antinflamatorias de su fruto, por lo que es una especie que 
tiene un gran potencial farmacológico. En Ecuador el mortiño crece de forma silvestre y 
los frutos son colectados estacionalmente para su uso principalmente en la gastronomía 
local. La presente investigación tuvo como objetivo caracterizar la diversidad genética 
de mortiño (Vaccinium floribundum Kunth) proveniente de 9 localidades en los 
páramos de Imbabura, Pichincha y Cotopaxi, mediante el uso de marcadores 
moleculares tipo microsatélites. Se analizó en total 126 muestras de mortiño con el uso 
de 11 pares de primers heterólogos. Se identificó 63 alelos en los 11 loci, un promedio 
de 4,46 alelos por cada uno. Los indicadores de diversidad genética analizados 
(heterocigocidad esperada, índice de Shannon, índice de fijación) muestran una alta 
diversidad genética para las tres provincias en estudio. El análisis de variación 
molecular muestra que el 85% de la diversidad genética corresponde a la variabilidad  
intrapoblacional y 14% corresponde a la variabilidad interpoblacional. Esto fue 
consistente con las distancias genéticas de Nei y de Wright que no presentan diferencias 
genéticas significativas entre las 9 localidades analizadas. Adicionalmente, con los 
datos encontrados se estimó la estructura poblacional de mortiño mediante inferencia 
bayesiana. Los resultados muestran dos posibles modelos de estructura poblacional, uno 
con presencia de 2 subpoblaciones y otro con presencia de 3 subpoblaciones. Se 
requiere ampliar la investigación para concluir sobre la estructura poblacional del 
mortiño. 
Este estudio representa un primer acercamiento para conocer la diversidad genética y la 
estructura poblacional del mortiño en Ecuador, información que puede ser utilizada para 




Mortiño (Vaccinium floribundum Kunth) is a species native to the Andean region, 
found at altitudes between 1800 and 3800 msnm. It grows as a shrub and its fruit is a 
dark blue berry with a stringent flavor. Its antioxidant and antiinflammatory properties 
make it a species with great pharmacological potential. In Ecuador, mortiño grows as in 
the wild and its fruits are collected seasonally for use mainly in the local cuisine. The 
aim of this study was to characterize the genetic diversity for mortiño (Vaccinium 
floribundum Kunth) in 9 sites from the provinces of Imbabura, Pichincha and Cotopaxi, 
using microsatellite molecular markers. A total of 126 samples were analyzed using 11 
heterologous primers. A number of 63 alleles were identified in the 11 loci analyzed, an 
average of 4.46 alleles per locus. Genetic diversity indicators, such us expected 
heterozygosity, Shannon index and fixation index, show high genetic diversity for the 
three provinces under study. The molecular variance analysis performed shows that 
85% of the genetic variability was found within populations and 14% was found 
between populations. This was consistent with Nei and Wright genetic distances, where 
no significant genetic differences between 9 locations were found. Additionally, 
population structure was inferred through Bayesian inference. The results show two 
potential population structure models, with the presence of 2 and 3 subpopulations 
respectively. A broader investigation is required to obtain conclusive results regarding 
the mortiño population structure. 
This study represents a first approach for the determination of genetic diversity and 
population structure of mortiño in Ecuador, and provides the basis for the conservation 
of this important biological resource and for its adequate management.  
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1. Introducción 
1.1 Género Vaccinium 
1.1.1 Origen y Distribución 
El género Vaccinium tiene su origen en distintas regiones alrededor del mundo. 
El Sudeste asiático es el centro de origen del 40% de las especies de Vaccinium. 
Aproximadamente el 35% de especies son nativas de América, 25% de Norte América 
y 10% de América Central y América del Sur. El 25% restante provienen de diferentes 
zonas alrededor del mundo (Luby et al., 1991). El género Vaccinium está conformado 
por arbustos terrestres dentro de la familia de las Ericaceas, subfamilia Vaccinioideae 
(Vander Kloet 1998). Contiene aproximadamente 450 especies distribuidas 
ampliamente en el Hemisferio Norte, así como también en las montañas de las zonas 
tropicales de Asia, de América Central y de América del Sur. Se han reportado pocas 
especies en África y Madagascar y 92 especies (51 endémicas) en China (Luby et al., 
1991). Se encuentra alta densidad de especies de Vaccinium distribuidas en los 
Himalayas, Nueva Guinea y en la región andina de Sudamérica (Luby et al., 1991; 
Hancock et al., 2008) V. uliginosum L. es la especie con mayor distribución mundial. 
Muchas de las especies de Vaccinium son de uso ornamental por sus coloridas hojas, 
flores y frutos (Galletta y Ballington 1996).  
En el siglo veinte, tres especies principales del género Vaccinium han sido 
domesticados (mora azul o blueberry, arándano o cranberry y lingonberry) (Lyrene et 
al., 2003). La mayor parte de la producción comercial proviene de especies de la 
sección Cyanococcus donde se incluyen cultivares de Vaccinium corybosum L. 
(highbush blueberry), Vaccinium ashei Reade, Vaccinium virgatum y Vaccinium 
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agustifolium.  Este tipo de blueberry de arbustos altos se separa en dos tipos: del norte y 
del sur de acuerdo a los requerimientos de frío y de la resistencia al invierno (Kole, 
2011). Vaccinium macrocarpon (large cranberry) dentro de la sección Oxycoccus, es 
una especie domesticada de importancia. Dentro de la sección Myrtillus hay especies 
silvestres como Vaccinium myrtillus L (bilberry, whortleberry), Vaccinium ovalifolium 
Sm (huckleberry) y Vaccinium deliciosum Piper (cascade bilberry). Dentro de la 
sección Vitis-Idadea se encuentra Vaccinium vitis-ideaea (lingonberry). 
Otras secciones del género Vaccinium que han cobrado importancia en los últimos 
años incluyen la sección Vaccinium con especies como V. uliginosum L. Esta es una de 
las especies árticas que ocurre en las regiones frías del hemisferio norte, en las altas 
altitudes al sur de los Pirineos, los Alpes, el Cáucaso, las montañas de Mongolia, en el 
norte de China y el centro de Japón en Asia, y en las Montañas Rocosas en Utah en 
América del Norte (Luby et al., 1991). Esta especie crece en suelos ácidos húmedos en 
los brezales, los páramos, la tundra, y en el sotobosque de los bosques de coníferas, 
desde el nivel del mar en el Ártico hasta 3400 m de altitud  (Young, 1970). Las bayas 
comestibles provenientes de plantas silvestres se utilizan generalmente para mermelada, 
jugo, pastel, jalea, y la elaboración del vino (Iwagaki et al., 1977). En la Sección 
Pyxothamnus al menos tres especies producen frutas en forma de  baya comestible. Una 
de estas es Vaccinium floribundum Kunth  (mortiño) que se distribuye en Costa Rica, 
Venezuela, Colombia, Ecuador y Perú (Luby et al., 1991; Finn, 1999). 
1.1.2 Taxonomía del género 
El género Vaccinium al ser un género tan grande, es taxonómicamente 
complejo. Sleumer en 1941 dividió el género en 33 secciones basadas en la filogenética 
a partir de características morfológicas. Sin embargo, la composición de las especies de 
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cada sección y las relaciones evolutivas han sido objeto de mucho debate (Powell y 
Kron 2002). Además, muchos de los indicadores utilizados tradicionalmente para 
delimitar géneros (flores, frutos, semillas y partes vegetativas) no distinguen 
adecuadamente entre taxones (Kron et al., 2002). Centenares de especies del género 
Vaccinium que son nativas de las zonas altas tropicales son poco conocidas, aunque 
muchas tienen un gran potencial como plantas ornamentales o para el aprovechamiento 
de su fruta.  
1.1.3 Importancia Económica  
Los frutos del género Vaccinium son de importancia económica ya que son 
percibidos por el público como un alimento que promueve la salud. Según un informe 
del ARS (Agricultural Research Service) del USDA (United States Department of 
Agriculture), los blueberries y cranberries se encuentran en las posiciones 1 y 2 en 
cuanto a contenido de antioxidantes en un reporte que incluye 19 frutas comunes. Es 
probable que la demanda de las bayas de las diversas especies de Vaccinium continúe 
creciendo debido a sus propiedades nutricionales y terapéuticas (Kole, 2011). 
1.2 Vaccinium floribundum Kunth. Mortiño 
1.2.1 Generalidades y Distribución 
El mortiño, conocido también como macha-macha en Bolivia, congama en Perú 
y chivacu en Venezuela, es un arbusto pequeño. Algunos especímenes crecen hasta 2m 
o 3m de altura, mientras otros son individuos enanos y postrados. Su apariencia ha sido 
considerada como un arbusto ornamental, gracias a sus flores rosadas y su follaje verde 
profundo. Sus frutos son bayas redondas de hasta 8mm de diámetro, de color azul hasta 
casi negro, con una apariencia glauca gracias a la cobertura con una sustancia blanca y 
polvosa sobre los frutos (similar a las uvas, Vitis spp.). Es una especie que se reproduce 
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de forma vegetativa por medio de rizomas y de forma sexual principalmente por 
autopolinización, y en menor proporción por polinización cruzada (Luteyn 2002). Al no 
ser una planta domesticada y sujeta a la selección artificial, los frutos presentan 
características organolépticas variadas, desde dulces y jugosas hasta altamente 
astringentes y poco comestibles (National Research Council, 1989).  
Cada fruto contiene numerosas semillas pequeñas (National Research Council, 
1989). Se estima que en número oscilan entre 45 y 60, y presentan altas tasas de 
formación de semillas no maduras (Chaparro & Becerra, 1999). Esta especie presenta 
una morfología de polen característica de la ericáceas y con posible relevancia 
taxonómica, dada la gran diversidad morfológica que se encuentra en estudios de 
palinología de granos de polen en la familia Ericaceae y el género Vaccinium 
específicamente (Sarwar et al., 2006). La anatomía de estos frutos los establece como 
drupas de estructura simple, en donde el endocarpo se constituye por una sola capa de 
esclereidas fácilmente separables en estado maduro. Como especie, V. floribundum 
presenta altas tasas de floración y la orientación unidireccional de sus flores facilita el 
trabajo de polinizadores, entre los cuales predominan las abejas y colibríes (Chaparro & 
Becerra, 1999). 
El mortiño (Vaccinium floribundum Kunth) está distribuido en las regiones 
andinas, en alturas entre 2800 y 4000msnm. Esta especie es particularmente abundante 
en la zona norte de la región andina, en países como Colombia, Perú y Venezuela. En 
esta zona, se lo encuentra entre los 1800 y los 3800msnm, y es recolectado de arbustos 
silvestres con fines comerciales, para su venta a nivel de mercados. En el Ecuador se 
han identificado tres especies de mortiño, la especie más abundante es Vaccinium 
floribundum Kunt; la cual se encuentra distribuida a lo largo de toda la Sierra, mientras 
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que Vaccinium distichum y Vaccinium crenatum se encuentran en la Sierra Sur, 
principalmente en las provincias del Azuay y Loja (Facultad de Ciencias Biológicas 
PUCE, 2008). 
En Ecuador se consume el mortiño en varias formas: como fruta directamente, en 
forma de conservas, y como ingrediente de la colada morada (esta se prepara con 
ocasión del Día de los Difuntos el 2 de noviembre). En algunas zonas, las temporadas 
de maduración se vuelven ocasiones para días comunales en el campo, donde se lleva a 
cabo la recolección del fruto (National Research Council, 1989). 
El mortiño ha sido establecido como un componente frecuente de los ecosistemas 
de páramos húmedos en varias regiones andinas, con estudios enfocados 
predominantemente en las cordillera orientales en Colombia y Ecuador (Spehn et al., 
2006; Moscol Olivera & Cleef, 2009). Esta especie muestra varias características 
destacables en su rol ecológico dentro de los páramos en donde se encuentra, como su 
elevada capacidad de regeneración a partir de la base de su raíz tras fenómenos 
destructivos como incendios (Ramsay & Oxley, 1996). También se han observado 
correlaciones positivas para la presencia de V. floribundum con otras especies, 
particularmente algunas briofitas comunes en las estructuras denominadas almohadillas 
(especies como Sphagnum sparsum) (Bosnian et al., 2009). Es destacable la resistencia 
que presenta el mortiño a las heladas, razón por la cual se ha propuesto su potencial 
como fuente de genes de resistencia a climas fríos durante procesos de floración, una 
característica interesante para plantas ornamentales (Ballington et al., 1993). 
1.2.2 Propiedades fitoquímicas 
Los frutos de mortiño, al igual que las bayas de otras especies del género 
Vaccinium tienen un potencial medicinal y nutricional debido a su alto contenido de 
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compuestos fenólicos antioxidantes y componentes como la vitamina C (Debnath, 
2006; Vasco, 2009). Los frutos de V. floribundum Kunth además poseen otros 
compuestos como la cianidina, con posible actividad terapéutica contra desórdenes 
como diabetes, obesidad y cáncer. Se ha demostrado que las  antocianinas reducen los 
niveles de mediadores de inflamación in vitro e in vivo. Las proantocianinas por su 
parte disminuyen la inflamación al regular la expresión de citoquinas y enzimas 
proinflamatorias. Varios extractos fenólicos de  las bayas de V. floribundum se han 
probado in vitro y han dado como resultado la inhibición de la acumulación de lípidos, 
la prevención de  la adipogénesis y la mediación de la respuesta inflamatoria al inhibir 
la expresión de especies reactivas de oxígeno por ejemplo, en macrófagos 
(Schreckinger et al., 2010). 
1.3 Diversidad genética 
La diversidad genética es el nivel de la biodiversidad que se refiere a la variedad 
de alelos y genotipos presentes en un grupo en estudio. Incluye componentes del código 
genético de cada organismo y la variedad de éstos entre individuos dentro de una 
población y entre poblaciones de una misma especie. La diversidad genética es la base 
de la evolución ya que da a una especie la capacidad de adaptarse a las cambiantes 
condiciones ambientales a través del tiempo (Primack, 2006). Es importante también ya 
que a mayor diversidad genética una especie tiene mayor capacidad de colonizar nuevas 
áreas y ocupar nuevos nichos ecológicos. Por el contrario, una disminución en la 
diversidad genética hace que disminuya la posibilidad de persistencia de una especie en 
el ambiente, en el largo plazo. Del mismo es modo, la diversidad genética es importante 
para estudios de selección asistida  al estudiar especies de interés económico (por sus 
características fitoquímicas o por su uso alimenticio u ornamental). Estas características 
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de interés tienen una base genética y se expresan de forma variable dentro de la especie 
(Rogers y Montalvo, 2004). 
1.4 Marcadores Moleculares 
Un marcador molecular es cualquier fragmento de ADN que indica una 
localización determinada en un genoma, y tiene una expresión identificable. Un 
marcador genético para ser útil debe ser de fácil detección, ser codominante, tener una 
expresión temprana en el desarrollo de un individuo, no interactuar con otros 
marcadores, requerir cantidades mínimas de material para ser identificado, tener una 
distribución homogénea en el genoma y presentar un alto nivel de polimorfismo o un 
gran número de variantes (Cubero, 2002). 
 Los marcadores moleculares pueden ser basados en hibridación de ADN o en 
PCR (reacción en cadena de la polimerasa). Dentro de los marcadores por hibridación 
de ADN se agrupan las técnicas que emplean sondas para la detección de los 
marcadores. Las sondas son fragmentos de ADN o ARN que contienen el código 
complementario para una secuencia específica del genoma. Las técnicas más usuales 
son: RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) y VNTR (Variable Number 
Tandem Repeat) (Cornide, 2000). 
Los métodos de análisis basados en PCR remplazaron a los anteriores por su alta 
sensibilidad, su alto poder de discriminación y su facilidad de automatización. La poca 
información que se tenía de las secuencias en un inicio limitaba la aplicación de la PCR 
por lo que comenzaron a nacer técnicas basadas en amplificación arbitraria para generar 
marcadores como los RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA) y los AFLPs 
(Amplified Fragment Length Polymorphism). Mientras la cantidad de secuencias con las 
que se contaba aumentó, las técnicas que usaban PCR se dedicaron a amplificar 
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secuencias polimórficas conocidas. Así, se detectó diferencias en el tamaño del 
fragmento o diferencias en la secuencia del fragmento con primers diseñados para 
regiones de secuencia conocida. Dentro de los marcadores moleculares que utilizan 
PCR para amplificar secuencias polimórficas conocidas se incluye a los SSR (Simple 
Sequence Repeat), ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat), SNPs (Single-Nucleotide 
Polymorphism), entre otros (Henry, 2013). 
1.4.1 Microsatélites 
Los marcadores microsatélites son secuencias de ADN cortas (1-6 bp) repetidas 
en tándem  y flanqueadas por secuencias conservadas únicas de ADN que se pueden 
detectar mediante PCR (Miesfield et al., 1981; Hamada y Kakanuga 1982). Los 
microsatélites fueron descubiertos por primera vez en seres humanos, pero se han 
encontrado en los genomas de la mayoría de los organismos. Los microsatélites se 
encuentran distribuidos en todo el genoma y presentan un gran número de alelos en 




 eventos por locus, 
por generación. El mecanismo que explica mejor su alto grado de polimorfismo de 
tamaño es la acumulación de errores producidos por el deslizamiento de la polimerasa 
durante la replicación del ADN (Li et al., 2002). 
 Los microsatélites son marcadores codominantes (donde es posible detectar 
heterocigotos) y relativamente fáciles de identificar mediante PCR y técnicas de 
visualización mediante electroforesis o con primers marcados con fluorescencia y un 
equipo de detección de los fragmentos amplificados. Son marcadores altamente 
reproducibles cuando son diseñados y probados correctamente (Boches et al., 2005). 
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1.4.2 Aplicaciones de los microsatélites 
Los microsatélites son marcadores útiles en un amplio rango de análisis. Son 
una importante herramienta en el mapeo de genomas, como es el caso del genoma 
humano. Tienen aplicación en el diagnóstico biomédico como marcadores para ciertas 
condiciones de una enfermedad. Es decir, ciertos alelos están asociados con ciertas 
mutaciones en regiones del ADN que pueden causar una variedad de trastornos médicos 
de importancia. En el campo de la medicina forense se han convertido en el principal 
marcador para la identificación de evidencia basada en el ADN (McDonald y Potts. 
1997).  
En un contexto biológico/evolutivo son marcadores útiles para el análisis de 
diversidad genética y relaciones filogenéticas. Es posible a partir de aquí estimar la 
estructura genética de las poblaciones y subpoblaciones utilizando herramientas como 
estadísticas F y distancias genéticas (Parker et al., 1998). Los microsatélites pueden ser 
utilizados para evaluar la historia demográfica (por ejemplo, para buscar evidencia de 
los cuellos de botella de poblaciones), para evaluar el tamaño efectivo de una población 
y para evaluar patrones de flujo genético entre poblaciones (Michalakis y Excoffier, 
1996). Además, proporcionan datos adecuados para estudios filogeográficos que tratan 
de explicar la biogeografía y la historia genética de la flora y fauna de regiones 
determinadas. Este tipo de análisis son ampliamente utilizados al trabajar con 
poblaciones de varias especies o con poblaciones dentro de una misma especie (Parker 
et al., 1998). 
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1.4.3 Estudios genéticos en el género Vaccinium con el uso de marcadores 
moleculares 
Actualmente, los cultivares de Vaccinium se manejan exclusivamente con 
métodos tradicionales de reproducción. Su cultivo ha evolucionado desde la selección 
de clones silvestres de élite para el uso en cruces controlados y una selección rigurosa 
en el campo. Varias técnicas para la selección asistida por marcadores moleculares 
están emergiendo con el objetivo de maximizar la eficiencia del fitomejoramiento en 
este género. Estos marcadores también han sido una herramienta útil para estudios de 
identificación de especies y de diversidad genética tanto en especies cultivadas como en 
silvestres del género Vaccinium (Kole, 2011).  
En blueberry, se ha utilizado una amplia variedad de marcadores como 
isoenzimas, RFLP, RAPD y SSR (Rowland et al., 2003; Boches et al., 2005, 2006) para 
obtener mapas de ligamiento y en estudios de huella genética. Para cranberry, (V. 
macrocarpon) se han llevado a cabo estudios con isoenzimas para medir los patrones de 
diversidad  (Bruederle et al., 1996). Además se ha utilizado marcadores RAPDs, 
SCARs (Sequence-characterized ampliﬁed región) y recientemente EST-SSR 
(Expressed Sequence Tag-Simple Sequence Repeat)  heterólogos diseñados para 
blueberry para identificar cultivares de importancia comercial (Bassil et al., 2009). 
De los marcadores moleculares mencionados anteriormente, los marcadores 
SSR (microsatélites) son las herramientas más eficaces para la identificación de 
genotipos en individuos de varias especies del género Vaccinium. Boches et al., (2005), 
desarrolló 30 pares de primers SSR derivados de bibliotecas EST y de bibliotecas de 
ADN genómico de cultivares de highbush blueberry. Estos marcadores SSR han sido 
utilizados en la identificación de cultivares de especies relacionadas como cranberry, 
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además fueron también muy eficaces en la estimación de relaciones genéticas entre 
cultivares de lowbush blueberry (Bell et al., 2008). 
A pesar de que el uso de marcadores moleculares tipo microsatélites ha sido de 
gran ayuda en estudios de diversidad genética de especies vegetales y particularmente 
en estudios de identificación de especies del género Vaccinium; en Ecuador solo existe 
un estudio de caracterización molecular de mortiño de la comunidad de Quinticusig del 
cantón Sigchos de la Provincia de Cotopaxi. En dicha investigación se utilizó un 
número bajo de muestras de mortiño (17) y se analizó los datos provenientes de 3 loci 
microsatélites, obteniendo resultados inconsistentes en cuanto a las agrupaciones y poco 
robustos estadísticamente (Roldán, 2012). Por esta razón, la presente investigación tuvo 
como objetivo caracterizar de la diversidad genética de mortiño en las provincias de 
Imbabura, Pichincha y Cotopaxi con el uso de 12 primers heterólogos para la 
amplificación de regiones microsatélites del genoma del mortiño. 
2. Objetivos 
2.1 Objetivo General 
 Caracterizar la diversidad genética de mortiño (Vaccinium floribundum 
Kunth) proveniente de 9 localidades de Imbabura, Pichincha y Cotopaxi, 
mediante el uso de marcadores moleculares tipo microsatélites. 
2.2 Objetivos Específicos 




 Determinar la diversidad genética y el polimorfismo alélico presentes en 
mortiño procedente de 3 provincias del Ecuador (Imbabura, Pichincha y 
Cotopaxi), usando marcadores  microsatélites. 
 Establecer los diferentes agrupamientos y patrones de distribución del mortiño, 
en base a su similitud evaluada con métodos estadísticos y bajo criterios de 
diversidad genética. 
 Analizar la estructura poblacional del mortiño en Imbabura, Pichincha y 
Cotopaxi, en base a métodos bayesianos. 
3. Área de Estudio 
El material vegetal (hojas de mortiño) utilizado en el presente estudio, fue colectado 
en 9 localidades (San Pablo, Cotacachi-Cayapas, Cashaloma, Mojanda, Parque 
Nacional Cotopaxi Norte, Parque Nacional Cotopaxi sur, Ilinizas, Sigchos y Quilotoa) 
de tres provincias de la sierra ecuatoriana: Imbabura, Pichincha y Cotopaxi (Figura 1, 
Anexo 1). Los sitios de colección, en su mayoría, se encontraron dentro de parques 
nacionales y áreas protegidas; por lo que se obtuvieron los permisos de colección 
respectivos, otorgados por el Ministerio del Ambiente (No. 04 2012–IC-FAU-FLO-
DPA/MA, No. 07-2012-IC-FLO-DPAP-MA y No. 06 12-IC-FAU-FLO.DPAC/MA), 
previo a la colección. El procesamiento de las muestras, los análisis moleculares y 
estadísticos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Biotecnología Vegetal de la 




El mortiño (Vaccinum floribundum Kunth) es una especie leñosa que crece en la 
región andina, en alturas entre 1800 y 3800 msnm; su fruto es una baya de coloración 
azul oscura y de sabor astringente. Este arbusto puede llegar a medir 3,5 metros 
(Luteyn, 2002). En países de Europa y Norteamérica se cultivan y comercializan 
diferentes especies pertenecientes al género Vaccinium, como el lingonberry 
(Vaccinium vitis-idaea) y el blueberry (Vaccinium corymbosum y Vaccinium 
angustifolium), especies domesticadas en el siglo XX (Debnath, 2006). El consumo de 
frutos del género Vaccinium, ricos en antocianinas y proantocianidinas, induce efectos 
positivos sobre la salud humana, en condiciones que incluyen desordenes biliares, 
escorbuto, desordenes cardiovasculares, estrés oxidativo relacionado con la edad y 
respuestas inflamatorias (Garzón et al., 2010), e incluso algunas especies muestran 
inhibición de crecimiento de células cancerígenas (Zhao et al., 2004). Los frutos de V. 
floribundum Kunth además poseen otros compuestos como la cianidina, con posible 
actividad terapéutica contra desórdenes como diabetes, obesidad y cáncer (Schreckinger 
et al., 2010).  
En el país, el mortiño crece de forma silvestre y sus frutos son colectados de forma 
estacional en el mes de noviembre para la elaboración de la tradicional Colada Morada, 
con motivo del Día de los Difuntos. La fruta es también utilizada en la preparación de 
mermeladas y repostería. En el mercado internacional, el mortiño es conocido como 
“Andean Blueberry” y apreciado por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y 
antitumorales (Luteyn, 2002). A pesar de que esta baya es altamente cotizada dentro y 
fuera del país por su importancia cultural, gastronómica y potenciales usos por su valor 
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nutricional y/o medicinal, existe muy poca información acerca de la biología básica y 
de la caracterización genética de este recurso biológico. 
Conocer la variabilidad genética es esencial para poder determinar la distribución, 
estructura y estado actual de la población de mortiño en el Ecuador, así como su historia 
evolutiva y relaciones filogenéticas con especies emparentadas. Los resultados de esta 
investigación servirán para conocer la estructura poblacional y composición genética de 
esta especie así como también ofrecerán una base para la conservación de la diversidad 
de este importante recurso biológico. 
5. Materiales 
5.1 Colección de muestras de mortiño 
 Tijeras 
 Fundas ziploc pequeñas 
 GPS (Garmin)  
 Cooler portátil con geles de hielo.  
 Marcador permanente 
5.2 Extracción de ADN a partir de hojas de mortiño  
 Morteros y pistilos 
 Nitrógeno líquido (N2) 
 Buffer de extracción CTAB 2X  
 2, β-mercaptoetanol (SIGMA-ALDRICH)  




 Etanol 70%  
 TE (Tris base 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0).  
 Cama de arena Multi-Blok Heater (ThermoScientific)  
 Microcentrífuga 5415D (Eppendorf)  
 Tubos Eppendorf 1.5mL  
5.3 Cuantificación de ADN de mortiño 
 NANODROP 1000 (ThermoScientific)  
 Buffer TE (Tris base 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0)  
 Ultra-Pure Distilled Water (GIBCO)  
5.4 Electroforesis en geles de agarosa  
 SeaKem LE Agarose  
 TBE 1X (Tris base -Acido Borico- EDTA)  
 SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen)  
 UltraPure™ Distilled Water (GIBCO)  
 Blue Juice 10X Loading Buffer (Invitrogen)  
 Ladder DNA 100 bp (Invitrogen)  
 EC360M Electrophoretic Gel System (Maxicell)  
 MGU-502T Horizontal Midi-Gel Kit (C.B.S Scientific)  
 Fuente de Poder EPS -300 II ( C.B.S Scientific)  
 Fotodocumentador Gel Doc XR (BIORAD)  
5.5 Amplificación de regiones microsatélite SSR mediante PCR  
 11 pares de primers SSR (Tabla 1)  
 Taq DNA polimerasa 5U/μL (Invitrogen)  
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 Buffer PCR 10X (Invitrogen)  
 MgCl2 50mM (Invitrogen)  
 UltraPure™ Distilled Water (GIBCO)  
 dNTP’s 10 mM (Invitrogen)  
 Microcentrífuga 5415D (Eppendorf)  
 T Personal Thermocycler (Biometra)  
5.6 Electroforesis en geles de acrilamida  
 UltraPure™Acrylamide (Invitrogen)  
 UltraPure™N,N´-Methylenebisacrylamide (Invitrogen)  
 TBE 10X (Tris – Ácido Bórico – EDTA)  
 UltraPure™ UREA (Invitrogen)  
 Detergente Alconox  
 Cleaning sheets-Kimwipes (Kimberly-Clark)  
 Etanol 70%  
 Rain.X™  
 Sigmacote® (SIGMA)  
 Solución para tratamiento de vidrios: etanol 96% y ácido acético  
glacial 0.5%.  
 Bind-Silane (3-Trimethoxysily-propyl-methacrylate 98%)  
(SIGMA-ALDRICH).  
 Persulfato de amonio (J.T. Baker)  
 UltraPure™ TEMED (N-tetramethilethilenediamine) (Invitrogen)  
 TBE 1X (Tris base -Ácido Bórico- EDTA)  
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 Buffer de carga para pre-corrida (Glicerol + Azul de Bromofenol)  
 Blue Juice 10X (Invitrogen)  
 Ladder 10bp (Invitrogen)  
 Microcentrífuga 5415D (Eppendorf)  
 T100 Thermal Cycler (BIORAD)  
 Sequi-Gen Cell GT System (BIORAD)  
 Fuente de poder PowerPac HV (BIORAD)  
5.7 Tinción de Plata 
 Solución fijadora y de parada (200ml de alcohol absoluto (J.T. Baker), 
10ml de ácido acético glacial (MERCK) y 1790ml de agua destilada). 
 Solución de tinción (4g  de nitrato de plata (FISHER), 3ml de formaldehído 
37% (MERCK) y 2000ml de agua destilada).  
 Solución reveladora (30g de hidróxido de sodio (MERCK), 4 ml de 
formaldehído 37% (MERCK) y 2000ml de agua destilada). 
5.8 Fotografía de geles  
 Cámara fotográfica (Canon XPOSZ) 
6. Métodos 
6.1 Obtención del material vegetal 
Las localidades seleccionadas para el muestreo de hojas de mortiño se 
encontraron en su mayoría dentro de áreas protegidas, por lo que previo la colección del 
material vegetal se obtuvo los permisos de investigación No. 04 2012–IC-FAU-FLO-
DPA/MA, No. 07-2012-IC-FLO-DPAP-MA y No. 06 12-IC-FAU-FLO.DPAC/MA, 
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otorgados por los Ministerios del Ambiente de Imbabura, Pichincha y Cotopaxi 
respectivamente.  
Se colectó  hojas de mortiño en las zonas montañosas de Imbabura, Pichincha y 
Cotopaxi en 4 salidas de campo. En cada provincia se determinó 3 sitios de colección: 
en la provincia de Imbabura estos fueron: San Pablo, reserva Cotacachi-Cayapas y 
Cashaloma; en Pichincha se colectó en el Parque Nacional Cotopaxi (entrada norte), 
reserva ecológica “Los Ilinizas” y en Mojanda; y en Cotopaxi se muestreó en el Parque 
Nacional Cotopaxi (entrada sur), en Sigchos y en Quilotoa (vía a la Maná). En cada 
sitio se colectó hojas de 12 a 15 individuos, para un total de 129 muestras distribuidas 
en las 9 localidades (Figura 1 y Anexo I). La colección comprendió las fases de 
identificación de la especie, corte de 6-8 hojas de cada individuo, toma de coordenadas 
satelitales con GPS del sito de cada colecta, etiquetado y almacenamiento de cada 
muestra en fundas plásticas selladas Ziploc®. Posteriormente las muestras se 
transportaron dentro de hieleras a 4°C, para mantener la cadena de frío hasta el 
Laboratorio de Biotecnología Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito donde 
se colocaron en un congelador a -20ºC, hasta su posterior uso. 
6.2 Extracción y cuantificación de ADN de mortiño 
Se realizó la extracción de ADN a partir de hojas de mortiño mediante el 
protocolo de Saghai-Maroof, et al., (1984) pre estandarizado en el Laboratorio de 
Biotecnología Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito. Se colocó 
aproximadamente 80 mg de tejido foliar en un mortero, se trituró con nitrógeno líquido 
y se agregó 800 µl de buffer CTAB 2X. Se transfirió a un tubo eppendorf estéril de 1.5 
ml y se añadió 8 µl de 2, β-mercaptoetanol. Se homogeneizó e incubó las muestras a 
62ºC en una cama de arena, durante una hora, con agitación por inversión de los tubos 
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cada 15 minutos. Se agregó 500 µl de una solución de cloroformo – alcohol isoamílico 
24:1, se dejó en reposo por 20 minutos y se centrifugó por 20 minutos a 13200 rpm. Se 
recuperó 500 µl del sobrenadante y se agregó un volumen equivalente de isopropanol 
frío, se mezcló por inversión para precipitar el ADN. Se centrifugó a 5000 rpm por 5 
minutos, se observó el pellet y se descartó el sobrenadante. A continuación se lavó el 
pellet con 800 µl de etanol al 75%. Se agitó el tubo para que se despegue el pellet y se 
removió el etanol con una micropipeta. Finalmente se dejó secar el pellet dentro de una 
cámara de flujo y se resuspendió en 50µL de TE 1X (Tris base 10mM, EDTA 1mM, pH 
8.0). Las muestras de ADN fueron conservadas a -20ºC en una congeladora.   
La calidad de ADN de cada muestra fue evaluada mediante electroforesis en geles 
de agarosa al 1.5%, con el uso de SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen) y de un  
fotodocumentador Biorad Gel Doc XR (BIORAD) (Figura 2). La concentración de 
ADN se determinó con el uso de un espectrofotómetro Nanodrop 2000
TM
 (Thermo 
Scientific) (Tabla 2). 
Todas las muestras de ADN fueron diluidas a una concentración final de 10 
ng/µL para su posterior uso en las reacciones de PCR y se almacenaron junto con los 
Stocks (concentración original) a -20ºC.  
6.3 Selección de primers y amplificación de regiones microsatélites  
Después de realizar una revisión bibliográfica de estudios que utilizan 
marcadores moleculares en especies del género Vaccinium,  (Bassil et al., 2009, 
Hinrichsen, et al., 2009, Boches et al., 2005, Boches et al., 2006); se seleccionaron 12 
pares de primers heterólogos diseñados por Boches et al., en 2005 para regiones 
microsatélites de Vaccinium corymbosum L (highbush blueberry) (Tabla 1). De éstos, 
10 provienen de librerías EST (prefijos NA y CA) y 2 de librerías genómicas (prefijo 
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VCC). Para la selección de los primers se consideró criterios de transferibilidad a otras 
especies del género Vaccinium y presencia de elevado número de alelos.  
Al ser primers heterólogos que no se han probado antes en mortiño, se realizó 
PCR de gradiente con muestras de ADN de mortiño escogidas al azar para determinar la 
temperatura óptima de annealing de cada par de primer (Tabla 1). A continuación se 
realizó reacciones de PCR con la temperatura de annealing establecida para todas las 
muestras de ADN. 
Las reacciones de PCR se realizaron en volúmenes de 10 µl, compuestos por 
Buffer de PCR (1X) (Invitrogen), 2 mM de MgCl2  (Invitrogen), 0.2 mM de dNTPs 
(Invitrogen), 0.2 mM de cada primer, 0.375 unidades de Taq polimerasa (Invitrogen), y 
10 ng de ADN genómico (Boches et al., 2005). Se amplificó el ADN en 35 ciclos en un 
termociclador T Personal Thermocycler (Biometra) programado para 40 segundos de 
desnaturalización a 94°C, 40 segundos de annealing a la temperatura óptima de cada par 
de primers (Tabla 1) y 40 segundos de extensión a 72°C (Boches et al., 2005). 
6.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida y tinción con nitrato de plata. 
Los productos de la amplificación de las regiones microsatélites se visualizaron 
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% o al 4% con el uso del sistema 
Sequi-GenTM (Biorad) y un protocolo ya estandarizado en el Laboratorio de 
Biotecnología Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito. El revelado se realizó 
con nitrato de plata en base al protocolo de Benbouza (2006).   
Para este procedimiento, se lavó el vidrio 4 veces con el detergente Alconox, se 
limpió con etanol al 70% y se trató de forma homogénea con 2 ml de una solución bind 
silane, La cámara se limpió con etanol al 70% y fue tratada de forma homogénea con 3 
ml de Rain.X™ y 800 µl de Sigmacote® (SIGMA). Posteriormente se limpió los 
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separadores, la base de polimerización, los brazos de la cámara y el peine con etanol al 
70%. Se ensambló la cámara de electroforesis de acuerdo a las especificaciones del 
fabricante y se inyectó 100 ml de acrilamida al 6% (5M Urea y 
acrilamida/bisacrilamida 19:1) mezclada previamente en un vaso de precipitación con 
545 µl de persulfato de amonio 10% y 109µl de TEMED. Se introdujo el peine con las 
puntas hacia afuera para formar el frente de corrida y se dejó polimerizar el gel durante 
una hora. Una vez polimerizado, se pasó el gel a la base de corrida, se retiró el peine, se 
limpió el frente de corrida y se formó los pocillos introduciendo el peine con las puntas 
hacia abajo. Posteriormente, se realizó la precorrida durante 30 min a 80 Watts,  para lo 
que  se colocó en la base y en la cámara de electroforesis 1.5 L de TBE 1X, y en los 
pocillos se colocó buffer de carga a fin de verificar la calidad de éstos y del gel. Para la 
preparación de las muestras, para la corrida, se añadió 1 µl de Blue Juice 10X 
(Invitrogen) a cada uno de los productos de PCR para una concentración final de 1X. Se 
preparó también ladder con 27.5 µl de agua de PCR, 2.5 µl  de Blue Juice 10X y 5 µl  
de ladder 10 bp (Invitrogen). El ladder 10bp y las muestras preparadas se 
desnaturalizaron a 95°C durante 5 minutos. Una vez finalizada la pre-corrida se cargó 5 
µl de las muestras denaturadas en los pocillos y 3 µl del ladder 10bp (Invitrogen). Se 
corrió la electroforesis a 80 Watts y 48°C durante dos horas y media.  
Después de finalizada la corrida, se realizó la tinción y revelación del gel 
siguiendo el procedimiento que se detalla a continuación. Se separó el vidrio (con el gel 
adherido en su superficie) de la cámara y se dejó en reposo  durante 5 minutos en una 
bandeja con una solución fijadora fría (10 ml de ácido acético glacial, 200 ml de alcohol 
absoluto y 1790 ml de agua destilada), luego se agitó levemente durante 7 minutos en 
oscuridad en una bandeja con una solución de tinción (4 gramos de nitrato de plata, 3 
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ml de formaldehido al 37% y 2 litros de agua destilada), se lavó durante 10 segundos 
con 2 litros de agua destilada en oscuridad, después se reveló con movimientos leves 
durante 7 minutos en oscuridad en una bandeja con una solución de revelado (30 
gramos de hidróxido de sodio, 4 ml de formaldehído al 37% y 2 litros de agua 
destilada),  inmediatamente se pasó a la solución fijadora por 3 minutos, se realizó un 
segundo lavado con 2 litros de agua destilada y se dejó secar el gel a temperatura 
ambiente para su posterior análisis.  
6.5 Toma de datos y elaboración de matrices alélicas 
A partir de los geles de poliacrilamida se identificó los alelos presentes en cada 
individuo de mortiño para los 11 loci analizados (se probó 12 pares de primers pero uno 
no amplificó). Se tomó en cuenta los alelos visibles en el rango de tamaño reportado por 
la bibliografía o en tamaños cercanos (Boches et al., 2005). Además, se midió la 
distancia en centímetros de las bandas del ladder 10bp (de tamaño conocido en pares de 
bases) y de cada alelo, respecto al frente de corrida, para estimar por interpolación 
lineal el tamaño en pares de bases de los alelos encontrados (Tabla 1). 
Se asignó a cada alelo un número entero y se codificó en una matriz de Excel con 
el nombre de los loci en columnas y el de los individuos en filas. Esta matriz alélica fue 
la base para el análisis estadístico y para la estimación de la estructura poblacional. 
6.6 Análisis de diversidad genética de mortiño 
Se utilizó el complemento para Excel GenAlEx 6.501 (Peakall, 2012) con el que 
se obtuvo valores de diversidad genética como: frecuencia alélica, número de alelos 
promedio (Na), número de alelos efectivos (Ne), heterocigocidad esperada (He), 
heterocigocidad observada (Ho), índice de Shannon (I), índice de fijación (F), distancias 
de Nei y estadísticos F (Fst) de Wright, para cada una de las 9 localidades. Estos 
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mismos índices se calcularon para cada provincia y para todo el set de datos (Tablas 3 y 
4). Se realizó también un análisis de varianza molecular (AMOVA) a fin de determinar 
la variación intrapoblacional (dentro de cada localidad), interpoblacional (entre 
localidades) y entre provincias para la muestra en estudio y una prueba de Mantel con 
GenAlEx 6.501 para establecer si existe o no una correlación entre la distancia 
geográfica de los individuos de mortiño de las distintas localidades y la distancia 
genética estimada a partir de la matriz alélica.  
Con el programa DARwin 5.0.158 (Perrier & Jacquemoud-Collet, 2006) se 
construyó una matriz de distancia, un dendrograma con el método Neighboor Joining 
para evidenciar los agrupamientos de los individuos de mortiño y un PCoA para la 
visualización de la dispersión de los individuos de mortiño en base a distancias 
Euclidianas.  
6.7 Estimación de la estructura poblacional de mortiño 
inferencia bayesiana con el uso del programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 
2000); a fin de estimar el número de subpoblaciones existentes dentro de la población 
original. Se realizó cuatro análisis diferentes, en el primero se probaron valores de K=1 
a K=10 (K= número supuesto de  poblaciones) con 15 repeticiones independientes para 
cada uno, con un modelo con admixture, con 100000 pasos de burn-in y 100000 pasos 
de corrida de cálculos de Markov Chain y Montecarlo, sin información previa referente 
al sitio de colección. En un segundo análisis, como información previa se incluyó la 
localidad de donde provienen las muestras (Cotacachi-Cayapas, San Pablo, Cashaloma, 
Parque Nacional Cotopaxi norte, Ilinizas, Mojanda, Parque Nacional Cotopaxi sur, 
Sigchos y Quilotoa), en el tercer análisis la localidad y la provincia de origen 
(Imbabura, Pichincha y Cotopaxi); y en el cuarto análisis la localidad y una nueva 
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categoría definida como región geográfica. Se establecieron tres regiones geográficas 
(grupos de acuerdo a ubicación geográfica de los sitios de muestreo): la primera incluye 
a las localidades San Pablo, Cotacachi-Cayapas, Cashaloma y Mojanda, la segunda se 
conforma por las localidades Parque Nacional Cotopaxi Norte, Parque Nacional 
Cotopaxi sur e Ilinizas y la tercera incluye las localidades de Sigchos y Quilotoa. Para 
estimar el número de subpoblaciones (K óptimo), se utilizó el doble logaritmo natural 
de la probabilidad de cada K (delta K) (Evanno et al., 2005). Esto se realizó en  la 
versión online de  Structure harvester (http://tayloro.biologyucla.edu/ Struct_harvest). 
Los resultados de las 15 corridas independientes para el K óptimo establecido, se 
integraron en el software CLUMPP utilizando un algoritmo greedy (Jakobsson and 
Rosenberg, 2007) para obtener una matriz consenso. A partir de estos resultados se 
visualizó los gráficos de la estructura final con el uso del software Distruct 1.1 
(Rosenberg, 2002) y Adobe Ilustrator.  
7. Resultados 
7.1 Colección de muestras de mortiño, extracción y cuantificación de ADN 
Se muestreó hojas de 43 individuos de mortiño en Imbabura, de 43 individuos de 
mortiño en Pichincha y de 43 individuos de mortiño en Cotopaxi; en total 129 muestras 
en las tres provincias en estudio (Anexo 1). Se realizó la extracción de ADN de las 129 
muestras de mortiño colectadas, de las cuales 126 fueron exitosas con concentraciones 
de ADN de hasta 753 ng/µL (Tabla 2). El ADN extraído resultó ser de buena calidad, 
dado su alto peso molecular, como se observa en la Figura 2. 
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7.2 Amplificación de regiones microsatélites con primers heterólogos 
Se probó 12 pares de primers diseñados para blueberry (Boches et al., 2005) con 
11de éstos se obtuvo productos de la amplificación, y de estos, 10 mostraron  productos 
polimórficos (Figuras 3 y 4). El porcentaje de transferibilidad fue del 91,67% para el set 
de primers probados. Los datos obtenidos con el primer 6 (CA787F) que fue 
monomórfico (Tabla 1) también se incluyó en los análisis de diversidad genética y de 
estimación de la estructura poblacional. 
7.3 Diversidad alélica de mortiño 
El número total de alelos fue 63 para las 126 muestras en los 11 loci estudiados. 
El promedio general fue de 4.46 alelos por locus (Tabla 4). Un solo locus (CA787F) fue 
monomórfico, y en los 10 loci polimórficos el rango del número de alelos identificados 
varió entre 2-14, donde los loci NA1040 y CA794F0 fueron los más informativos con 
11 y 14 alelos respectivamente (Tabla 1). De los 46 alelos observados en Imbabura, 3 
fueron exclusivos, en Pichincha se identificó 53 alelos de los cuales 5 fueron exclusivos 
para esta provincia y en Cotopaxi, de los 48 alelos encontrados,  4 fueron exclusivos 
para esta provincia (Tabla 2). El número de alelos efectivos por provincia varió entre 
2.07 y 2.56, con una media global de 2.41 alelos efectivos por locus (Tabla 4). 
7.4 Diversidad genética de mortiño 
El análisis de varianza molecular (AMOVA) muestra que el 85% de la diversidad 
genética corresponde a la variabilidad  intrapoblacional, el 14% corresponde a la 
variabilidad interpoblacional y el 1% a la variación entre regiones o provincias (Figura 
5). A continuación se detalla los resultados de cada categoría. 
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7.4.1 Diversidad genética intrapoblacional 
Los resultados de las diferentes medidas de diversidad genética intrapoblacional 
usadas (Tablas 3 y 4) son compatibles entre sí y muestran un rango intermedio de 
heterocigocidad esperada o diversidad genética, con un promedio general de 0.42. En 
las tres provincias la heterocigocidad esperada es ligeramente mayor que la observada. 
El índice de Shannon indica una alta variabilidad entre los individuos de mortiño en 
todas las localidades de todas las provincias, con valores en un rango entre 0.77 y 0.94 
(con excepción de los individuos de mortiño de Quilotoa I=0.24); y una media general 
de 0.85 (Tabla 4). El índice de fijación promedio (coeficiente de inbreeding) fue de 0.14 
(Tabla 4), con dos localidades (Parque Nacional Cotopaxi Norte y Sigchos) que 
muestran valores negativos (Tabla 3), lo que indica una mayor frecuencia de 
heterocigocis observada que esperada en estas áreas. 
7.4.2 Diversidad genética interpoblacional 
A partir de la matriz alélica se generaron matrices de distancia genética de Nei y 
de distancia genética de Wright (Fst) (Tablas 5 y 6), donde se comparan las distancias 
genéticas de las localidades en pares. Entre las localidades de Cashaloma y San Pablo y 
entre las localidades del Parque Nacional Cotopaxi Norte y Parque Nacional Cotopaxi 
Sur se observan las menores diferencias genéticas. El resto de localidades muestran 
también una alta similitud genética entre ellas, con excepción de la localidad de 
Quilotoa. Los mayores valores de distancia genética encontrados se observan entre la 
localidad de Quilotoa y las 8 localidades restantes, con un rango de 0.226-0.403 
(Distancias genéticas de Nei) y 0.198-0.282 (distancias genéticas de Wright (Fst)). 
El análisis mediante el método de Neighbor Joining con el que se obtuvo el 
dendrograma (Figura 6) revela una escasa estructura poblacional, donde la mayoría de 
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agrupamientos genéticos son mezclados y contienen individuos de mortiño de las tres 
provincias. Existe un agrupamiento solo con individuos de mortiño de la provincia de 
Imbabura (muestras en color verde de código “CL”, “CC” y “SP” seguido de un 
número de dos dígitos) y otro agrupamiento sólo con individuos de mortiño de 
Cotopaxi específicamente de la localidad de Quilotoa (muestras en color naranja de 
código “QU” seguido de un número de dos dígitos).  
Estos resultados son consistentes con el gráfico de PCoA (Figura 7) donde a 
excepción de la localidad de Quilotoa (marcadores naranjas agrupados en el cuadrante 
superior izquierdo) todos los individuos de mortiño se encuentran distribuidos en el 
plano sin agrupaciones evidentes. Las muestras de los individuos de mortiño 
provenientes de la provincia de Cotopaxi (color naranja) tienen una amplia distribución, 
la mayoría se localizan en los cuadrantes superior e inferior izquierdo, algunas en el 
centro del plano y unas pocas en el cuadrante superior derecho. Las muestras de los 
individuos de mortiño provenientes de Imbabura (color verde) se localizan 
predominantemente en los cuadrantes superior e inferior derechos (focalizados en el 
cuadrante superior derecho) y las muestras de los individuos de mortiño provenientes de 
Pichincha (color azul) se ubican en su mayoría en el centro del gráfico. Algunas 
muestras de individuos de mortiño en los cuadrantes superiores izquierdo y derecho y 
varias muestras de la localidad de Mojanda se observan en el cuadrante inferior 
derecho.  
Al no existir evidencia de una agrupación de acuerdo a la localidad o provincia 
de origen de las muestras de mortiño, se realizó un test de Mantel, con el fin de saber si 
los individuos de mortiño, en el área analizada, siguen un modelo de aislamiento por 
distancia geográfica. La Figura 8 relaciona la distancia geográfica en el eje x versus la 
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distancia genética en el eje y. Se observa una correlación entre las dos variables, 
sustentada por el coeficiente de correlación rxy = 0.3 y P< 0.001.  
7.5 Estructura poblacional  
En un primer análisis se probó valores de K del 1 al 10 y se descartó los valores 
de K mayores a 4 ya que el logaritmo de la probabilidad de que estos valores sean 
óptimos fue bajo. Con K del 1 al 4, los gráficos de asignación de ancestro no sugerían 
ninguna estructura consistente entre repeticiones, por lo que se incluyó para los 
siguientes análisis la información previa disponible como el sitio de colección 
(localidad y provincia de origen de los individuos de mortiño).  
En un segundo análisis, al incluir como información previa la localidad de origen 
de los individuos de mortiño se encontró un valor óptimo de K=2. Sin embargo, el 
componente genético ancestral de la localidad de Mojanda no fue consistente entre 
repeticiones y los gráficos de asignación de ancestro fueron difíciles de interpretar (no 
se muestran estos resultados). Por esta razón, se realizó un tercer análisis incluyendo la 
localidad y la provincia de origen de las muestras de mortiño. Con esta información 
previa se encontró un valor óptimo de K=2 mediante la evaluación por el método de 
Evano et al. 2005 (Tabla 7). Como se muestra en la Figura 9a, existen dos líneas 
ancestrales bien marcadas (color azul y color fucsia) que separan a los individuos de 
mortiño en dos grupos genéticos: el primero incluye a todos los individuos de mortiño 
de las localidades de la provincia de Imbabura: Cotacachi Cayapas, San Pablo y 
Cashaloma, el segundo a los individuos de las localidades de Sigchos y Quilotoa de la 
provincia de Cotopaxi. Los individuos de las localidades restantes (Mojanda, Parque 
Nacional Cotopaxi norte, Parque Nacional Cotopaxi Sur e Ilinizas) presentan un patrón 
híbrido entre los dos grupos, con mayor carga ancestral del grupo de Imbabura.  
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El cuarto análisis se llevó a cabo incluyendo como información previa la 
localidad de origen de los individuos de mortiño y la región geográfica de estas 
localidades (Figura 10). Se tomó en cuenta la ubicación geográfica de los individuos de 
mortiño y no una división geopolítica de las provincias de donde provienen ya que estas 
divisiones no tienen significancia biológica. Como se presenta en la Figura 10, existe 
cercanía entre las localidades de Parque Nacional Cotopaxi Norte y Parque Nacional 
Cotopaxi Sur (coordenadas geográficas S0 33.825 W78 26.568 y S0 38.989 W78 
30.600 respectivamente), que se encuentran ubicadas en el mismo complejo geográfico 
(además de ser parte del mismo Parque Nacional), a pesar de que el límite provincial 
cruce a este parque y lo divida en dos. Esta primera región geográfica se completa con 
la inclusión de la localidad de Ilinizas (coordenadas geográficas S0 36.295 W78 
41.004), ubicada en una latitud casi equivalente a la del Parque Nacional Cotopaxi, pero 
hacia la cordillera occidental. La segunda región geográfica se compone de la localidad 
de Mojanda (coordenadas geográficas N0 05.447 W78 14.683) ubicada al norte de 
Pichincha, y de las 3 localidades de la provincia de Imbabura: Cotacachi-Cayapas, 
Cashaloma y San Pablo (coordenadas N0 18.585 W78 21.020, N0 15.554 W78 08.793 
y N0 14.021 W78 10.620, respectivamente). La tercera región geográfica incluye a 
Sigchos y Quilotoa (coordenadas geográficas S0 47.429 W78 56.027 y C034 
respectivamente), las dos en la zona sur de la región muestreada. 
Este análisis dio como resultado un valor óptimo de K=3, mediante una 
comprobación con el método de Evanno et al. (2005) (Tabla 8), en donde los 
coeficientes de asignación de ancestro coinciden en su totalidad con la información 
previa. Es decir, una línea ancestral (color fucsia) incluye a todas las localidades de la 
primera región geográfica (Parque Nacional Cotopaxi norte, Parque Nacional Cotopaxi 
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sur e Ilinizas), otra línea ancestral (color azul) incluye a todas las localidades de la 
segunda región geográfica (Cotacachi-Cayapas, Cashaloma, San Pablo y Mojanda) y 
una tercera línea ancestral (color verde) coincide con la tercera región geográfica 
compuesta por las localidades de Sigchos y Quilotoa (Figura 9b, Figura 10). 
8. Discusión 
8.1 Colección de muestras de mortiño y extracción de ADN 
El método empleado para el transporte de las muestras de mortiño desde el 
campo hasta el laboratorio resultó efectivo para la conservación del material vegetal en 
condiciones adecuadas para la posterior extracción de ADN. De igual manera, el 
protocolo de extracción de ADN de Saghai-Maroof, et al. (1984), estandarizado 
previamente en el Laboratorio de Biotecnología Vegetal fue eficiente para la obtención 
de ADN de alta calidad  y concentración a partir de hojas de mortiño. Este protocolo 
utiliza un detergente no iónico bromuro de cetiltrimetilamonio o CTAB. El CTAB es 
utilizado por su capacidad de liberar a los ácidos nucleicos celulares y además formar 
complejos con los mismos, con lo cual se facilita su separación de los demás 
componentes celulares (Ausubel et al., 2003) y ha sido reportado ampliamente en la 
bibliografía para la extracción de ADN a partir de tejidos vegetales. Sólo 3 de las 129 
muestras colectadas presentaron problemas en la extracción, posiblemente a causa de 
errores durante el proceso (lavado del pellet con etanol al ser el pellet muy pequeño) o 
por el tipo de material vegetal (hojas de mortiño viejas). 
8.2 Amplificación de regiones microsatélites con primers heterólogos.  
Para este estudio se probaron 12 pares de primers heterólogos (diseñados para 
blueberry), de los cuales un par no amplificó ninguna región del genoma de mortiño. Es 
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importante mencionar que de los 11 pares de primers que amplificaron loci 
polimórficos y altamente informativos en el presente estudio, 10 fueron diseñados a 
partir de librerías de EST-SSR y 1 de librerías genómicas. El porcentaje de 
transferibilidad de primers heterólogos en mortiño fue 91.67%, similar al reportado por 
otros estudios con especies del género Vaccinium. Por ejemplo, en un estudio que buscó 
probar la transferibilidad y polimorfismo de 39 EST-SSR y 10 SSR genómicos 
diseñados para blueberry (V. corymbosum) para analizar 14 representantes de cranberry 
(7 de V. macrocarpon y 7 de V. oxycoccus), se reporta 84.6% de transferibilidad para 
EST-SSR 60-70% de transferibilidad para SSR de librerías genómicas (Bassil et al., 
2009). Es esperado un alto porcentaje de transferibilidad de primers diseñados a partir 
de librerías de ESTs ya que provienen de cDNA, es decir, de secuencias expresadas en 
el genoma de una especie. Estas regiones expresadas son altamente conservadas entre 
especies de un mismo género e incluso en taxones más distantes. Hasta el momento, las 
aplicaciones más comunes de EST-SSRs incluyen estudios de mapeo genético, de 
selección asistida por marcadores y de diversidad en especies cultivadas. Sin embargo, 
los marcadores EST-SSR también tienen un claro potencial para ser usados en 
aplicaciones evolutivas básicas, tales como los análisis de genética de poblaciones de 
especies silvestres (como el mortiño), donde no existe información previa del genoma y 
que son de interés para la conservación. (Ellis & Burke, 2007). 
8.3 Diversidad alélica de mortiño 
El número promedio de alelos obtenidos en este estudio fue 4,46 por locus, 
comparable con estudios donde el número de alelos promedio es bajo en especies con 
autopolinización como el arroz (5.13 alelos por locus para SSR genómico, 2.78 alelos 
por locus para EST-SSR) (Cho et al., 2000), en comparación con especies con 
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polinización cruzada como el girasol (12 alelos por locus), (Tang y Knapp 2003) o el 
blueberry (18.2 alelos por locus) (Boches et al., 2005). Además del blueberry, otras 
especies del género Vaccinium con las que se ha hecho análisis con marcadores 
moleculares también presentan polinización cruzada y un elevado número de alelos 
promedio por loci, por lo que estos resultados no son comparables con los encontrados 
para mortiño que es una especie con principalmente autopolinización. Sin embargo, es 
importante tomar en cuenta que pueden presentarse varios artefactos en la PCR 
utilizando marcadores SSR que pueden explicar el bajo número de alelos. Un ejemplo 
son los genotipos nulos, causados por mutaciones que resultan en la pérdida de un sitio 
de anclaje del primer y  a su vez representa una pérdida de codominancia (Boches, 
2005).  
8.4 Diversidad genética de mortiño 
Los resultados de la prueba de AMOVA indican un elevado porcentaje de 
variación genética intrapoblacional (85%) y un bajo porcentaje para la variación 
interpoblacional (14%). Estos resultados son muy similares a los obtenidos por Albert 
et al. en el 2004, en un estudio de caracterización de la estructura genética en 
poblaciones de Vaccinium myrtillus con RAPDs donde la prueba de AMOVA mostró 
que 13,81% de la variabilidad genética existente corresponde a la variación entre las 
poblaciones y el 86,19% restante a la variación dentro de las poblaciones. Este y otros 
estudios con resultados similares sugieren una elevada dispersión de semillas en 
especies de vida larga del género Vaccinium, con sistemas de autopolinización y 
polinización cruzada. En el caso del mortiño, esta dispersión se da principalmente por 
colibríes y por insectos como abejas gracias a la disposición tubular de las flores de esta 
especie (Luteyn, 2002).  
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La heterocigocidad observada promedio fue 0.357, un resultado menor que el 
calculado en dos poblaciones de lingonberry (0,548 y 0,587), con un promedio de 0,568 
con el uso de marcadores moleculares tipo RAPDs. En este estudio con lingonberry, se 
utilizó 43 loci, a diferencia de los 11 loci analizados en mortiño, además se identificó 
clones (individuos con el mismo patrón de bandas que provienen del mismo sitio de 
colección) que son muy comunes en especies con crecimiento clonal o vegetativo 
(Persson y Gustavsson, 2001). El mortiño es una especie esencialmente con 
autopolinización, por lo que se espera valores bajos de heterocigocidad con respecto a 
especies de polinización cruzada como el lingonberry. Además, el mortiño presenta 
propagación clonal y vegetativa, por lo que, al no haber identificado clones de 
individuos de  mortiño provenientes de la misma localidad, puede haberse subestimado 
el valor de heterocigocidad. 
La heterocigocidad esperada promedio fue 0.42, valor que representa una 
diversidad genética moderada, similar a la reportada para individuos de Vaccinium 
parvifolium (He=0.445) en un estudio con microsatélites donde se evalúa la estructura 
genética de poblaciones de esta especie en California del Norte (DeWoody et al., 2012).  
Nuevamente, al transferir marcadores moleculares tipo microsatélites a diferentes 
especies, la mutación del sitio de adhesión del primer puede dar lugar a alelos nulos, 
que no producen productos de PCR visibles y que pueden incrementar medidas de 
endogamia como el índice de fijación, y reducir otras medidas como la heterocigocidad.   
Al realizar el análisis de datos para estimar la diversidad interpoblacional de 
mortiño se utilizó distancias de Nei y de Wright (Fst)  donde se compara todas las 
localidades entre sí. Como se observa en las Tablas 5 y 6, los valores encontrados son 
bajos, lo que indicaría que los individuos de mortiño de todas las localidades en estudio 
34 
 
son muy similares entre sí (valores entre 0.017-0.142), con excepción de los individuos 
de la localidad de Quilotoa en la provincia de Cotopaxi, que tienen una notoria 
diferenciación (valores entre 0.226 - 0.403) de los individuos de mortiño del resto de 
localidades. De igual manera, tanto en el dendrograma como en el PCoA, los individuos 
de mortiño de Quilotoa se agrupan de forma independiente del resto (Figuras 6 y 7). De 
acuerdo a los datos de la colección de muestras, los individuos de mortiño de Quilotoa 
se encontraron entre 4087 msnm y 4109 msnm, a diferencia de los individuos de las 
demás localidades que se encontraron hasta máximo 3700 msnm. Esto puede explicar la 
disimilitud genética hallada, así como las características fenotípicas observadas en el 
campo. Las plantas de mortiño de Quilotoa son pequeñas, crecen a ras de suelo y 
presentan muy pocas flores o frutos; mientras que las plantas de mortiño del resto de 
localidades crecen en forma de arbustos de hasta 1 metro, dispersados en un área mayor 
y con abundantes flores y en algunos casos frutos. 
8.5 Estructura Poblacional 
Los algoritmos diseñados para la agrupación de datos genéticos se han 
convertido en una herramienta importante en una serie de campos como la genética de 
poblaciones y la conservación (Hubisz et al., 2009). Tales métodos se utilizan a menudo 
para comprender la estructura de las poblaciones, así como para identificar individuos 
migrantes o híbridos. El software Structure aplica un método bayesiano en base a 
algoritmos, que se utiliza ampliamente para la agrupación de datos genéticos (Pritchard 
et al., 2000). Dado un número de clusters (K) y suponiendo equilibrio de Hardy-
Weinberg y equilibrio de ligamiento dentro de los grupos, Structure calcula las 
frecuencias alélicas en cada grupo y la composición genética para cada individuo.  
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Para el resultado presentado con K=2 (Figura 9a), existen al menos dos 
mecanismos reportados que podrían dar como resultado este modelo de estructura 
poblacional: una clasificación incompleta de linajes o una hibridación (admixture) que 
ocurrió en la historia evolutiva de la especie (Comunicación personal Jaime Chaves, 
marzo 2014) (Morando et al., 2004; Qu et al., 2012; Blanco-Pastor et al., 2012).  
El análisis de la estructura poblacional de una especie se realiza desde un 
enfoque filogeográfico, donde se busca explicar la distribución geográfica actual de los 
individuos de una especie, en base al estudio de los procesos históricos responsables de 
la misma (Avise, 2000). Hasta el momento, no existen publicaciones acerca de la 
historia evolutiva del género Vaccinium ni del  mortiño en la región andina, lo que si se 
conoce son las fluctuaciones en la diversificación de la flora y fauna ocurridas en 
diferentes regiones del planeta durante el período cuaternario (Qu et al., 2012). 
 Las fluctuaciones climáticas del Pleistoceno han tenido efectos profundos en la 
distribución geográfica y en la diversidad genética de las especies existentes (Hewitt 
1996). Durante los períodos glaciales, la distribución de las poblaciones de las especies 
existentes se limitó a unos pocos refugios fragmentados. Este aislamiento en múltiples 
refugios glaciales originó la diferenciación genética entre poblaciones de la misma 
especie. Sin embargo, la divergencia inducida por los períodos glaciares pudo ser 
inhibida durante períodos interglaciares más cálidos, ya que las poblaciones aisladas 
previamente se expandieron, y entraron en contacto con las demás.  Estas expansiones 
postglaciales proporcionaron múltiples oportunidades para el flujo génico entre las 
poblaciones anteriormente divergentes (Carstens y Knowles 2007). El flujo génico 
durante la mezcla o hibridación de los individuos en los períodos interglaciares 
(secondary admixture) puede ocultar la diferenciación genética que se formó durante 
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los períodos glaciales, lo que complica la interpretación de los patrones genéticos 
actuales. Esta situación es más compleja en linajes genéticos que divergieron 
recientemente (Li et al., 2009; Qu et al., 2011). Cuando las poblaciones de linajes que 
han evolucionado recientemente divergen, la transición a un grupo monofilético 
requiere de 8-12 generaciones de Ne (tamaño efectivo de la población)  (Hoelzer, 
1997). Por lo tanto, se espera que los linajes descendientes compartan alelos 
polimórficos con la población ancestral durante algún tiempo (esto es una clasificación 
incompleta de linajes). En contraste, los linajes que se separaron por completo también 
pueden compartir regiones polimórficas debido al secondary admixture. La 
clasificación incompleta de linajes y el  secondary admixture dan lugar a patrones 
genéticos similares, por lo que el intercambio de alelos provenientes de dos linajes 
puede ser el resultado de cualquiera de los dos procesos o de ambos (Qu et al., 2012). 
De acuerdo a todo lo expuesto anteriormente, en el caso de la estructura genética 
poblacional del  mortiño para el modelo con K=2, es posible que haya ocurrido una 
fragmentación de la población en el período glacial, que dio origen a los dos linajes, los 
cuales en períodos interglaciares y hacia el final del Pleistoceno entraron en contacto y 
se mezclaron nuevamente. También es posible que, de no haber ocurrido estas 
fragmentaciones, el mortiño sea una especie que se esté diversificando recientemente, 
donde la estructura genética obtenida puede ser producto de una clasificación 
incompleta de linajes. La conclusión acerca de cuál de estos procesos (o ambos) dio 
como resultado una estructura genética poblacional de mortiño (Figura 9a) con dos 
linajes ancestrales, puede ser estimada con una combinación de varias estrategias como 
un muestreo extensivo (en todas las localidades donde se reporta mortiño en Ecuador), 
un análisis comparativo de resultados con SSRs, con marcadores para ADN 
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mitocontrial o de cloroplasto y con métodos de simulación con coalescencia (Qu et al., 
2012).  
Para el resultado presentado con K=3 (Figura 9b), llama la atención el hecho de que 
las tres agrupaciones encontradas correspondan exactamente a las tres regiones 
geográficas definidas y utilizadas como información previa para este análisis (Sección 
7.5). El uso de varias técnicas de inferencia bayesiana han demostrado tener sus 
debilidades al momento del desarrollo de análisis e interpretación de sus resultados 
(Heller et al., 2013). Sin embargo, un análisis detallado de la ubicación geográfica de 
cada sitio de muestreo (Figura 10) sugiere que el modelo de regiones geográficas 
propuesto, es efectivamente una descripción objetiva del set de datos analizado. El 
establecimiento de un set de priors (información previa) adecuados representa una 
ventaja para la inferencia bayesiana, puesto que permite la incorporación explícita de 
información para la comprobación de una hipótesis (Huelsenbeck et al., 2002). Sin 
embargo, el efecto de la información previa sobre la distribución del posterior será más 
enfática para sets de datos pequeños y con parámetros no tan claramente definidos 
(Gelman, 2002). Un análisis más profundo podría establecer la validez del uso de esta 
información previa. 
 
La presencia de 3 linajes ancestrales que separan a los individuos de mortiño en tres 
subpoblaciones bien definidas (K=3) sugiere un aislamiento por distancia geográfica, 
donde existen barreras (por ejemplo mesetas sobre las que se localizan ciudades como 
Quito), que evitan el intercambio genético entre estas tres regiones.  
De acuerdo a la historia biogeográfica de las regiones andinas de los neotrópicos, es 
posible que la diversa población de mortiño presente antes del período Mesozoico 
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(donde emergieron las barreras montañosas) haya sido fragmentada por los eventos 
geológicos del Mesozoico, y no hayan vuelto a entrar en contacto desde aquella época 
(asumiendo que las fluctuaciones climáticas del Pleistoceno no afectaron a los 
neotrópicos) (Weir, 2006). Esto explicaría que las localidades de donde provienen los 
individuos de mortiño de las tres líneas ancestrales compartan alelos (provenientes de 
un pool genético ancestral común), pero que en la actualidad no tienen intercambio 
genético unas con otras. 
El resultado de la prueba de Mantel confirma la existencia de una moderada 
correlación entre la distancia geográfica y la distancia genética de las muestras de 
mortiño analizadas; con un coeficiente de correlación rxy = 0.304 y P < 0.001.  
Adicionalmente, sería interesante incluir un análisis que correlacione gradientes 
altitudinales con distancias genéticas, ya que la variación genética dentro de las 
poblaciones a menudo varía a lo largo de gradientes altitudinales. Se ha encontrado un 
primer escenario donde las poblaciones de altitud media pueden tener niveles más altos 
de diversidad en comparación con las poblaciones tanto de baja y alta elevación (Shi et 
al., 2011). Un segundo escenario donde  las poblaciones de poca elevación pueden tener 
mayor diversidad que disminuye con la altitud, como resultado de los cuellos de botella 
que se producen en todo el rango de expansión hacia arriba. Y un tercer escenario 
donde las poblaciones que se encuentran a mayor elevación presentan mayor diversidad 
genética  debido a varias razones como la disminución de las perturbaciones humanas y 
a la eficiente adaptación de las especies de estas zonas (Ohsawa, 2008). Los procesos 
que dan lugar a estos patrones, como la deriva génica o los cuellos de botella, son 
resultado de un conjunto de factores como la temperatura o el uso del suelo en cada 
región y de los eventos de la historia demográfica de esta región.  (Shi et al., 2011) 
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En el presente estudio, en base a la disimilitud genética de los individuos de mortiño 
de la localidad de Quilotoa (donde se colectó las muestras a mayor altitud, sobre los 
4000 msnm) respecto a las demás localidades, se podría considerar la posibilidad de un 
aislamiento por altura; sin embargo solo se colectó hojas de 10 individuos de mortiño 
en esta localidad y, entre alturas de 3700m y 4000m no se colectó muestras de ningún 
individuo de mortiño. Se sugiere ampliar el muestreo de individuos de mortiño y 
hacerlo de acuerdo a un gradiente altitudinal para realizar un nuevo análisis de los datos 
y poder concluir acerca de la presencia de un aislamiento y diferenciación por altura.    
Otra hipótesis interesante que podría tener relación con la estructura de tres grupos 
obtenida en este análisis es el de Sky Islands. Con este término se define a las áreas de 
gran elevación, aisladas geográficamente, y que se  ubican en zonas montañosas en el 
continente (Heald, 1951). Este concepto no ha sido adoptado para las cordilleras 
andinas, pero existen un sinnúmero de estudios en Estados Unidos, Europa y Asia 
donde se evidencia que las estructuras filogeográficas de poblaciones de individuos de 
una sky island siguen patrones de aislamiento por elevación y por distancia (He y Jiang, 
2014).  
Si bien las zonas de los páramos andinos donde se colectó las muestras de mortiño 
no representan Sky Islands (elevaciones que se encuentran en medio de desiertos, con 
drásticos cambios ambientales en un gradiente altitudinal) por definición, si podrían 
estar ocurriendo procesos similares como deriva génica y ausencia de intercambio 
génico entre las 3 regiones geográficas definidas, a causa de barreras físicas como la 
presencia de valles y cuencas que separan las diferentes montañas de donde provienen 
los individuos de mortiño de este estudio (He y Jiang 2014). 
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9.  Conclusiones 
 Existe un nivel moderado de diversidad genética de mortiño (Vaccinium floribundum 
Kunth)  (0.42)  proveniente de los páramos de Imbabura, Pichincha y Cotopaxi. De 
esta diversidad encontrada, el 85% corresponde a la diversidad  intrapoblacional  y 
el 14% corresponde a la diversidad interpoblacional. 
 Se obtuvo 91.67% de transferibilidad de los primers heterólogos utilizados, 
obtenidos de blueberry.  
 No se encontró patrones de distribución geográfica en base a provincias o 
localidades mediante métodos de distancias genéticas (Fst, PCoA, Neighboor 
Joining), los individuos de mortiño se distribuyen aleatoriamente excepto por la 
localidad de Quilotoa que se separa del resto de localidades analizadas.   
 Un estimado de la estructura poblacional de mortiño en la región analizada, 
mediante métodos de inferencia bayesiana sugiere la presencia de dos o de tres 
líneas ancestrales, de acuerdo a la información previa que se incluya en el software 
para el análisis.  
 Una estructura con la presencia de dos líneas ancestrales que dan lugar a dos 
grupos genéticos con varias localidades híbridas intermedias, puede ser explicado 
por procesos de hibridación o de clasificación incompleta de linajes, de acuerdo a 
la historia biogeográfica y diversificación de los neotrópicos en el Pleistoceno.  
 Una posible estructura con la presencia de tres grupos bien definidos sugiere que 
existen patrones de aislamiento por distancia, donde no existe intercambio genético 
entre las poblaciones.  
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10. Recomendaciones  
 Extender el análisis a toda la sierra ecuatoriana, incluyendo las otras dos 
especies de mortiño reportadas en el sur del país. Para este análisis se 
recomienda realizar un muestreo de acuerdo a gradientes de altura para evaluar 
si existe o no un aislamiento por elevación.  
 Dada la posibilidad de que los microsatélites tienden a saturarse con facilidad, 
se recomienda utilizar un marcador molecular para la amplificación de una 
región mitocondrial o de cloroplasto ya que estas regiones son de herencia 
materna y el análisis de los haplotipos resultantes permite monitorear como se 
ha dado el proceso evolutivo en una especie a partir de un ancestro común.  
 Para posteriores análisis se sugiere utilizar secuencias de regiones de ADN 
nuclear, de regiones microsatélites, de ADN mitocondrial o de ADN de 
cloroplastos, para poder realizar comparaciones con bases de datos de especies 
cercanas a mortiño como es el caso de Vaccinium meridionale presente en 
Colombia y Perú. 
 Para definir la estructura poblacional  en base a la filogeografía de esta especie 
se sugiere realizar análisis que incluyan número de migrantes (evaluado con 
métodos bayesianos), porcentaje de clones existentes en las poblaciones e 
información acerca de aislamiento genético y de barreras geográficas, para esto 
se sugiere modelos de simulación en base a métodos de coalescencia.  
 Analizar estadísticamente la probabilidad de ocurrencia de hibridación o de 
clasificación de linajes incompletos en la muestra analizada para fundamentar el 
resultado encontrado en el caso de dos líneas ancestrales. Este análisis quedó 
fuera del alcance del presente estudio debido a que se requiere un mayor número 
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de individuos y de sitios muestreados para inferir sobre la historia evolutiva del 
mortiño en el Ecuador. 
 Investigar en mortiño y en otras especies de Vaccinium (V. meridionale, V 
crenatum, entre otras) de las regiones andinas, la presencia de aislamiento por 
elevación y por distancia, para sustentar la posibilidad de que las regiones 
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Tabla 1. Resumen de la información proporcionada por los 11 marcadores tipo microsatélites analizados: temperatura de annealing, 
número y rango de tamaño de los alelos encontrados en 126 muestras de mortiño procedentes de la sierra ecuatoriana. 
Nº Locus GenBank Secuencia de los primers T °C Nº de alelos Tamaño alelos (pb) 
1 CA421F CF810704 
F: 5´-TCAAATTCAAAGCTCAAAATCAA-3´ 
60 4 168-214 
R: 5´-GTTTAAGGATGATCCCGAAGCTCT-3´ 
2 NA1040 CF811165 
F: 5´-GCAACTCCCAGACTTTCTCC-3´ 
61 11 186-255 
R: 5´-GTTTAGTCAGCAGGGTGCACAA-3´ 
3 CA344F CF810639 
F: 5´-TTACCAAAACGCCTCTCCAC-3´ 
60 2 160-166 
R: 5´-GTTTCTTCCTTACGCCCCTGAAAT-3´ 
4 CA794F CF810941 
F: 5´-CGGTTGTCCCACTTCATCTT-3´ 
60 14 224-255 
R: 5´-GTTTGAATTTGGCTTCGGATTC-3´ 
5 CA112F CF810443 
F: 5´-TCCACCCACTTCACAGTTCA-3´ 
60 5 167-182 
R: 5´-GTTTATTGGGAGGGAATTGGAAAC-3´ 
6 CA787F CF810934 
F: 5´-TCCTCGTTCTCTCCCTCTCA-3´ 
60 1 302 
R: 5´-GTTTCGCTGAAGTTGGAGTCCTT-3´ 
7 CA855F CF811000 
F: 5´-CGCGTGAAAAACGACCTAAT-3´ 
64 3 218-235 
R: 5´-GTTTACTCGATCCCTCCACCTG-3´ 
8 NA41 CF811380 
F: 5´-TTCCTTTAGTCGCGTCATCA-3´ 
64 8 195-210 
R: 5´-GTTTAAGGTCGCTACGAGACTCCA-3´ 
9 NA800 CF811589 
F: 5´-CAATCCATTCCAAGCATGTG-3´ 
61 9 196-216 
R: 5´-GTTTCCCTAGACCAGTGCCACTTA-3´ 
10 NA961 CF811674 
F: 5´-TCAGACATGATTGGGGAGGT-3´ 
60 3 160-190 
R: 5´-GTTTGGAATAATAGAGGCGGTGGA-3´ 
11 VCC_B3 AY842445 
F: 5´-CCTTCGATCTTGTTCCTTGC-3´ 
62 3 210-220 
R: 5´-GTTTGATGCAATTGAGGTGGAGA-3´ 
Datos tomados de Boches et al., 2005. La temperatura de annealing  TºC, el número de alelos y el tamaño de los alelos  
reportados son los resultados encontrados para mortiño en el presente estudio. 
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Tabla 3. Resumen de parámetros de diversidad genética de mortiño obtenidos para cada localidad con  el uso de GenAlEx 6.501. 
















Na   número promedio de alelos observados por locus; Ne   número promedio de alelos efectivos observados por locus; I  índice de 








 (rango en ng/ul) 
# total de alelos 
identificados 
# de alelos 
exclusivos 
observados 
Imbabura 43 43 21.23-283.57 46 3 
Pichincha 43 41 91.42-753.02 53 5 
Cotopaxi 43 42 133.97-567.53 48 4 
Provincia Localidad Na Ne I Ho He F 
Imbabura 
San Pablo 2.91 ± 0.51 1.86 ± 0.25 0.65 ± 0.15 0.32 ± 0.07 0.36 ± 0.08 0.08 ± 0.07 
Cashaloma 3.36 ± 0.64 2.06 ± 0.27 0.78 ± 0.16 0.42 ± 0.09 0.42 ± 0.08 0.01 ± 0.09 
Cotacahi-Cayapas 3.18 ± 0.63 1.95 ± 0.3 0.68 ± 0.18 0.29 ± 0.07 0.36 ± 0.09 0.13 ± 0.06 
Pichincha 
P. N. Cotopaxi-Norte 2.73 ± 0.47 1.95 ± 0.33 0.65 ± 0.16 0.42 ± 0.09 0.36 ± 0.08 -0.20 ± 0.08 
Ilinizas 3.73 ± 0.71 2.56 ± 0.52 0.87 ± 0.20 0.45 ± 0.11 0.44 ± 0.09 0.04 ± 0.11 
Mojanda 3.45 ± 0.68 2.25 ± 0.40 0.79 ± 0.18 0.38 ± 0.08 0.42 ± 0.09 0.06 ± 0.08 
Cotopaxi 
P. N. Cotopaxi-Sur 3.45 ± 0.74 2.22 ± 0.41 0.76 ± 0.19 0.39 ± 0.09 0.40 ± 0.09 0.02 ± 0.05 
Sigchos 3.27 ± 0.73 2.01 ± 0.31 0.72 ± 0.18 0.41 ± 0.10 0.38 ± 0.09 -0.10 ± 0.1 
Quilotoa 1.82 ± 0.38 1.26 ± 0.16 0.24 ± 0.12 0.08 ± 0.04 0.13 ± 0.07 0.15 ± 0.12 
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Cashaloma San Pablo Cotacachi Cayapas Cotopaxi Norte Ilinizas Mojanda Cotopaxi Sur Sigchos Quilotoa
Cashaloma 0.000 --- --- --- --- --- --- --- ---
San Pablo 0.017 0.000 --- --- --- --- --- --- ---
Cotacachi Cayapas 0.018 0.044 0.000 --- --- --- --- --- ---
Cotopaxi Norte 0.073 0.049 0.056 0.000 --- --- --- --- ---
Ilinizas 0.117 0.089 0.084 0.045 0.000 --- --- --- ---
Mojanda 0.052 0.111 0.075 0.135 0.141 0.000 --- --- ---
Cotopaxi Sur 0.043 0.036 0.023 0.019 0.062 0.100 0.000 --- ---
Sigchos 0.130 0.142 0.131 0.108 0.059 0.109 0.102 0.000 ---
Quilotoa 0.367 0.403 0.320 0.277 0.336 0.293 0.226 0.253 0.000
Cotopaxi
Imbabura Pichincha Cotopaxi 
Imbabura
Pichincha







Na   número promedio de alelos observados por locus; Ne   número promedio de alelos efectivos observados por locus; I  índice 
de Shannon;  Ho  heterocigocidad observada; He  heterocigocidad esperada; F  índice de fijación. 








El rango de distancias genéticas de Nei va de 0-1. Donde 0 representa identidad absoluta y 1 representa distancia absoluta. 
Provincia Na Ne I Ho He F 
Imbabura 4.18 ± 0.932 2.07 ± 0.321 0.77 ± 0.182 0.33 ± 0.07 0.40 ± 0.08 0.12 ± 0.04 
Pichincha 4.82 ± 1.10 2.76 ± 0.62 0.94 ± 0.22 0.41 ± 0.08 0.46 ± 0.09 0.12 ± 0.08 
Cotopaxi 4.36 ± 0.98 2.40 ± 0.51 0.83 ± 0.21 0.33 ± 0.08 0.41 ± 0.09 0.16 ± 0.07 
Promedio 4.46 ± 0.57 2.41 ± 0.28 0.85 ± 0.18 0.36 ± 0.04 0.42 ± 0.05 0.14 ± 0.04 
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Tabla 6. Matriz de distancias genéticas de Wright (Fst) entre individuos de mortiño provenientes de las 9 localidades muestreadas. 
 
Valores en el rango entre 0 y 0.05 sugieren baja diferenciación genética; valores presentes dentro del rango entre 0.05 y 0.15 sugieren 
moderada diferenciación genética; valores entre 0.15 y 0.25 sugieren alta diferenciación genética; y valores superiores a 0.25 sugieren 
diferenciación genética muy alta. (Wright, 1978 y Hartl & Clark, 1997).  










Cashaloma San Pablo Cotacachi Cayapas Cotopaxi Norte Ilinizas Mojanda Cotopaxi Sur Sigchos Quilotoa
Cashaloma 0.000 --- --- --- --- --- --- --- ---
San Pablo 0.029 0.000 --- --- --- --- --- --- ---
Cotacachi Cayapas 0.030 0.047 0.000 --- --- --- --- --- ---
Cotopaxi Norte 0.061 0.052 0.050 0.000 --- --- --- --- ---
Ilinizas 0.077 0.062 0.061 0.050 0.000 --- --- --- ---
Mojanda 0.044 0.072 0.065 0.088 0.083 0.000 --- --- ---
Cotopaxi Sur 0.044 0.039 0.031 0.026 0.049 0.071 0.000 --- ---
Sigchos 0.085 0.088 0.092 0.085 0.046 0.078 0.071 0.000 ---








Tabla 7. Valores para estimación de la K óptima (método Evano et al., 2005) a partir del análisis en Structure  








K: número de agrupaciones probado. Reps: número de repeticiones realizadas para el K probado. Media LnP(K): valor promedio 
del logaritmo natural de la probabilidad estimada de los datos dado un valor de K. Stdev LnP(K): Desviación estándar del logaritmo 
natural de la probabilidad estimada de los datos dado un valor de K. Ln'(K) derivada de primer orden de la probabilidad estimada 
de los datos, dado un valor de K. |Ln''(K)|: derivada de segundo orden de la probabilidad estimada de los datos, dado un valor de K. 
Delta K: Tasa de cambio del logaritmo de la probabilidad de los datos entre valores sucesivos de K. 
 
  
K Reps Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln'(K) |Ln''(K)| Delta K 
1 15 -2622.29 0.54 ----- ----- ----- 
2 15 -2457.10 3.40 165.19 108.49 31.89 
3 15 -2400.40 8.34 56.70 11.65 1.396 
4 15 -2355.35 92.52 45.05 ----- ----- 
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Tabla 8. Valores para estimación de la K óptima (método Evano et al., 2005) a partir del análisis en Structure  






K: número de agrupaciones probado. Reps: número de repeticiones realizadas para el K probado. Media LnP(K): valor promedio 
del logaritmo natural de la probabilidad estimada de los datos dado un valor de K. Stdev LnP(K): Desviación estándar del logaritmo 
natural de la probabilidad estimada de los datos dado un valor de K. Ln'(K) derivada de primer orden de la probabilidad estimada 
de los datos, dado un valor de K. |Ln''(K)|: derivada de segundo orden de la probabilidad estimada de los datos, dado un valor de K. 
Delta K: Tasa de cambio del logaritmo de la probabilidad de los datos entre valores sucesivos de K. 
 
 
K Reps Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln'(K) |Ln''(K)| Delta K 
2 15 -2453.87 2.20 ----- ----- ----- 
3 15 -2355.53 3.24 98.34 47.18 14.58 
























Figura 1. Mapa del Ecuador donde se observa las Provincias en estudio (Imbabura, 
Pichincha y Cotopaxi) y los sitios de colección de muestras de mortiño dentro de cada 
provincia.  
Mapa elaborado por Gabriel Muñoz.  
Sitios de colección: 
Imbabura: Cashaloma (CL), San Pablo (SP), 
                  Cotacachi-Cayapas (CC)  
Pichincha: Parque Nacional Cotopaxi-norte (CN), 
                  Ilinizas (IL), Mojanda (MJ) 
Cotopaxi: Parque Nacional Cotopaxi-sur (CS),  












Figura 2. Electroforesis en gel agarosa al 1.5% de muestras de ADN extraído a partir 
de hojas de mortiño de Cotopaxi. Se observa ADN de alto peso molecular en todas las 








Figura 3. Electroforesis en gel de acrilamida al 6% de los productos de amplificación  
de regiones microsatélite de 16 muestras de ADN de mortiño usando el primer 
CA794F. Se observa 5 alelos en las muestras analizadas (A-E). El ladder utilizado es 











Figura 4. Electroforesis en gel de acrilamida al 6% de los productos de amplificación 
de regiones microsatélite de 17 muestras de ADN de mortiño  usando el primer NA800. 
Se observa 6 alelos en las muestras analizadas (A-F). El ladder utilizado es 10bp de 
Invitrogen y los alelos se encuentran en un rango entre 196 y 216 pares de bases. 
 
 







































Figura 5. Análisis de Varianza Molecular (AMOVA) representada en función de la 
distribución de la diversidad genética de mortiño entre provincias, entre poblaciones y 
dentro de las poblaciones. Variación entre provincias indica la variabilidad genética 
encontrada al comparar individuos de mortiño de Imbabura, Pichincha y Cotopaxi. La 
variación entre poblaciones representa la diferenciación genética de los individuos de 
mortiño entre las 9 localidades muestreadas. La variación dentro de las poblaciones 
indica la diferenciación genética de los individuos de mortiño dentro de cada una de las 





Entre provincias Entre poblaciones Dentro de las poblaciones
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Figura 6. Dendrograma obtenido mediante el método Neighbor Joining con las 126 
muestras de mortiño de tres provincias de la sierra ecuatoriana. Se observa en color 
verde los individuos de Imbabura, en color azul los individuos de Pichincha y en color 
naranja los individuos de Cotopaxi. Se observa 6 grupos separados, 4 de éstos con 
individuos mezclados de todas las localidades. Un grupo tiene individuos solo de la 
provincia de Imbabura (grupo 4) y un subgrupo del grupo 1 separa a todos los 
individuos de Quilotoa  
Código de las localidades: Cashaloma (CL), San Pablo (SP), Cotacachi-Cayapas (CC) 
Parque Nacional Cotopaxi-norte (CN), Ilinizas (IL), Mojanda (MJ) Cotopaxi: Parque 












 Figura 7. Análisis de coordenadas principales (PCoA) obtenido a partir de una matriz 
de disimilitud con 126 muestras de mortiño de 3 provincias de la sierra ecuatoriana 
(Verde, Imbabura; Azul, Pichincha; Naranja, Cotopaxi). Todos los individuos se 
encuentran dispersos en el plano, sin una separación clara, con excepción de la 
localidad de Quilotoa que se separa en el cuadrante derecho (superior y medio).  
Código de las localidades: Cashaloma (CL), San Pablo (SP), Cotacachi-Cayapas (CC) 
Parque Nacional Cotopaxi-norte (CN), Ilinizas (IL), Mojanda (MJ) Cotopaxi: Parque 













Figura 8. Gráfico de dispersión para evaluar la correlación entre la distancia genética y 
la distancia geográfica de cada par de individuos de mortiño de la muestra en estudio, 




Figura 9. Gráfico de asignación de ancestro para los individuos de mortiño de 9 
localidades en tres provincias de la sierra ecuatoriana. a. Resultado del análisis que 
incluye localidad y provincia como información previa, obteniendo un valor óptimo de 
K=2. b. Resultado del análisis que incluye localidad y región geográfica como 


























Prueba de Mantel 
rxy = 0.304 
P = 0.0001 
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Figura 10. Mapa georeferenciado de las tres provincias y las 9 localidades de la sierra 
ecuatoriana que se analizan en este estudio. Los marcadores de color amarillo 
representan la primera región geográfica tomada para el análisis con Structure en base a 
la ubicación geográfica. Incluyen Cotocachi-Cayapas, San Pablo, Cashaloma y 
Mojanda. Los marcadores de color rojo corresponden a la segunda región geográfica, 
conformado por las localidades de Parque Nacional Cotopaxi Norte, Parque Nacional 
Cotopaxi Sur e Ilinizas. La tercera región geográfica con los marcadores de color verde 
incluyen las localidades de Sigchos y Quilotoa. 












Anexo I. Muestras de hojas de mortiño colectadas en Imbabura, Pichincha y Cotopaxi. 
Se indica la localidad, el código de la muestra, las coordenadas geográficas y la altitud 
de los sitios de colección. 
 
IMBABURA 
Localidad No. muestra Coordenadas Altitud 
Lago San Pablo - 
Faldas del Imbabura 
I001 N0 14.021 W78 10.620 3413 msnm 
I002 N0 14.022 W78 10.618 3412  msnm 
I003 N0 14.022 W78 10.616 3416  msnm 
I004 N0 14.022 W78 10.615 3419  msnm 
I005 N0 14.028 W78 10.614 3423  msnm 
I006 N0 14.029 W78 10.612 3426  msnm 
I007 N0 14.030 W78 10.616 3421 msnm 
I008 N0 14.035 W78 10.627 3418 msnm 
I009 N0 14.035 W78 10.628 3418 msnm 
I010 N0 14.033 W78 10.627 3417 msnm 
I011 N0 14.033 W78 10.625 3418 msnm 
I012 N0 14.031 W78 10.625 3417 msnm 
I013 N0 14.030 W78 10.626 3416 msnm 
I014 N0 14.021 W78 10.625 3407 msnm 
I015 N0 14.017 W78 10.624 3405 msnm 
Cashaloma 
I016 N0 15.554 W78 08.793 3298 msnm 
I017 N0 15.553 W78 08.793 3301 msnm 
I018 N0 15.553 W78 08.793 3302 msnm 
I019 N0 15.551 W78 08.796 3307 msnm 
I020 N0 15.551 W78 08.801 3310 msnm 
I021 N0 15.551 W78 08.804 3313 msnm 
I022 N0 15.550 W78 08.806 3312 msnm 
I023 N0 15.543 W78 08.822 3325 msnm 
I024 N0 15.531 W78 08.810 3312 msnm 
I025 N0 15.544 W78 08.798 3314 msnm 




I027 N0 18.585 W78 21.020 3326 msnm 
I028 N0 18.598 W78 21.031 3323 msnm 
I029 N0 18.659 W78 21.136 3330 msnm 
I030 N0 18.672 W78 21.163 3334 msnm 
I031 N0 18.744 W78 21.221 3378 msnm 
I032 N0 18.745 W78 21.219 3370 msnm 
I033 N0 18.778 W78 21.166 3395 msnm 





Localidad No. muestra Coordenadas Altitud 
Parque Nacional 
Cotopaxi - Entrada 
Norte 
P001 S0 33.821 W78 26.583 3693 msnm 
P002 S0 33.825 W78 26.568 3695 msnm 
P003 S0 33.828 W78 26.567 3696 msnm 
P004 S0 33.832 W78 26.559 3698 msnm 
P005 S0 33.840 W78 26.554 3698 msnm 
P006 S0 33.846 W78 26.555 3700 msnm 
P007 S0 33.846 W78 26.555 3700 msnm 
P008 S0 33.850 W78 26.560 3697 msnm 
P009 S0 33.855 W78 26.559 3696 msnm 
P010 S0 33.870 W78 26.556 3697 msnm 
P011 S0 33.872 W78 26.553 3696 msnm 
P012 S0 33.896 W78 26.510 3701 msnm 
Parque Nacional 
Ilinizas 
P013 S0 36.295 W78 41.004 3664 msnm 
P014 S0 36.560 W78 41.123 3707 msnm 
P015 S0 36.565 W78 41.118 3706 msnm 
P016 S0 36.574 W78 41.125 3705 msnm 
P017 S0 36.577 W78 41.126 3704 msnm 
P018 S0 36.572 W78 41.141 3704 msnm 
P019 S0 36.581 W78 41.138 3708 msnm 
P020 S0 36.598 W78 41.138 3711 msnm 
P021 S0 36.605 W78 41.152 3715 msnm 
P022 S0 36.611 W78 41.153 3718 msnm 
P023 S0 36.622 W78 41.149 3723 msnm 
P024 S0 36.635 W78 41.148 3728 msnm 
P025 S0 36.315 W78 41.020 3667 msnm 
Alrededores Laguna 
de Mojanda 
P026 N0 05.447 W78 14.683 3596 msnm 
P027 N0 05.449 W78 14.688 3598 msnm 
P028 N0 05.461 W78 14.703 3603 msnm 
P029 N0 05.466 W78 14.710 3605 msnm 
P030 N0 05.477 W78 14.740 3616 msnm 
P031 N0 05.482 W78 14.745 3616 msnm 
P032 N0 05.491 W78 14.752 3615 msnm 
I035 N0 18.779 W78 21.133 3396 msnm 
I036 N0 18.903 W78 21.091 3443 msnm 
I037 N0 18.893 W78 21.099 3442 msnm 
I038 N0 18.895 W78 21.121 3439 msnm 
I039 N0 18.904 W78 21.202 3439 msnm 
I040 N0 18.975 W78 21.451 3494 msnm 
I041 N0 18.984 W78 21.448 3496 msnm 
I042 N0 18.986 W78 21.455 3492 msnm 
I043 N0 18.979 W78 21.465 3488 msnm 
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P033 N0 05.496 W78 14.755 3622 msnm 
P034 N0 05.500 W78 14.761 3623 msnm 
P035 N0 05.504 W78 14.766 3629 msnm 
P036 N0 05.547 W78 14.795 3637 msnm 
P037 N0 05.571 W78 14.787 3634 msnm 
P038 N0 05.584 W78 14.797 3635 msnm 
P039 N0 05.597 W78 14.806 3637 msnm 
P040 N0 05.579 W78 14.803 3642 msnm 
P041 N0 05.574 W78 14.801 3642 msnm 
P042 N0 05.568 W78 14.802 3641 msnm 
P043 N0 05.529 W78 14.756 3626 msnm 
COTOPAXI 
Localidad No. muestra Coordenadas Altitud 
Parque Nacional 
Cotopaxi - Entrada Sur 
C001 S0 38.989 W78 30.600 3576 msnm 
C002 S0 38.995 W78 30.595 3582 msnm 
C003 S0 38.999 W78 30.589 3579 msnm 
C004 S0 38.995 W78 30.586 3583 msnm 
C005 S0 38.994 W78 30.574 3588 msnm 
C006 S0 38.984 W78 30.544 3577 msnm 
C007 S0 38.979 W78 30.538 3594 msnm 
C008 S0 38.978 W78 30.543 3592 msnm 
C009 S0 38.958 W78 30.531 3582 msnm 
C010 S0 38.951 W78 30.579 3583 msnm 
C011 S0 38.965 W78 30.620 3576 msnm 
C012 S0 38.964 W78 30.631 3572 msnm 
C013 S0 38.945 W78 30.622 3569 msnm 
C014 S0 38.978 W78 30.690 3567 msnm 
C015 S0 38.975 W78 30.697 3568 msnm 
C016 S0 38.976 W78 30.703 3567 msnm 
C017 S0 38.970 W78 30.716 3563 msnm 
C018 S0 38.969 W78 30.720 3561 msnm 
Chugchilán, vía 
Sigchos 
C019 S0 47.429 W78 56.027 3534 msnm 
C020 S0 47.439 W78 56.022 3538 msnm 
C021 S0 47.441 W78 56.025 3539 msnm 
C022 S0 47.446 W78 56.028 3543 msnm 
C023 S0 47.446 W78 56.035 3546 msnm 
C024 S0 47.444 W78 56.038 3549 msnm 
C025 S0 47.444 W78 56.046 3555 msnm 
C026 S0 47.440 W78 56.048 3559 msnm 
C027 S0 47.435 W78 56.052 3562 msnm 
C028 S0 47.432 W78 56.057 3568 msnm 
C029 S0 47.428 W78 56.059 3570 msnm 
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C030 S0 47.427 W78 56.061 3574 msnm 
C031 S0 47.426 W78 56.054 3572 msnm 
C032 S0 47.424 W78 56.043 3568 msnm 
C033 S0 47.415 W78 56.040 3565 msnm 
Quilotoa, vía La Maná 
C034 S0 59.949 W78 55.612 4092 msnm 
C035 S0 59.946 W78 55.618 4096 msnm 
C037 S0 59.973 W78 55.605 4093 msnm 
C038 S0 59.975 W78 55.610 4096 msnm 
C039 S0 59.979 W78 55.621 4109 msnm 
C041 S0 59.972 W78 55.633 4106 msnm 
C042 S0 59.982 W78 55.652 4104 msnm 
C043 S0 59.986 W78 55.658 4106 msnm 
C044 S0 59.941 W78 55.618 4089 msnm 
C045 S0 59.943 W78 55.613 4087 msnm 
 
 
